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RESUMEN

Algunos aislados de Aspergillus niger tienen la capacidad de producir ocratoxina A, pero estudios recientes
demuestran que también pueden sintetizar fumonisinas, especialmente fumonisina B2, consideradas como posibles
carcinégenos de humanos y causantes de diferentes patologias en animales. Por esta razén, se determiné la
capacidad fumonigénica de aislados de A. niger provenientes de diferentes sustratos (maiz, arroz, girasol, mani
y caraota), en los cuales se ha detectado una alta incidencia de este moho. Los aislados de maiz, arroz y girasol
fueron obtenidos de la coleccién de mohos del Laboratorio de Micotoxicologia, UCV, mientras que los aislados
de mani y caraota se obtuvieron mediante la siembra directa de granos enteros y desinfectados sobre el medio
malta sal agar. La determinacién y cuantificacién de fumonisinas (B1+B2+B3) se realizé6 mediante el uso de
columnas de inmunoafinidad (Fumonitest, Vicam) y fluorometria. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado
constituido por cinco tratamientos con cuatro replicas. Todos los aislados de A. niger sintetizaron fumonisinas, pero
no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, la presencia de fumonisinas en estos
sustratos representa un peligro potencial para la salud a nivel mundial, debido a que son compuestos acumulativos.
Ademas, A. niger es un contaminante habitual de diversos sustratos y algunas cepas son utilizadas en procesos
biotecnolégicos para la produccién de acidos organicos, enzimas, proteinas, entre otros.
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Determining the fumonigenic ability of Aspergillus niger isolates
from different substrates

ABSTRACT

Some Aspergillus niger isolates have the ability of producing ochratoxin A, but recent studies have shown that they
can also synthesize fumonisins, especially fumonisin B2, considered as possible human carcinogen and the cause of
different pathologies in animals. For this reason, the fumonigenic capacity of A. niger isolates from different substrates
(corn, rice, sunflower, peanut and black beans) was determined because it has been detected in these substrates a high
incidence of this mold. Isolates from maize, rice and sunflower were obtained from the Laboratory of Mycotoxicology,
Faculty of Agronomy, UCV, while peanut and beans isolates were obtained by direct seeding of whole grains and
disinfected on malt salt agar medium. Identification and quantification of fumonisins (B1+B2+B3) was performed
using immunoaffinity columns (Fumonitest, Vicam) and fluorometry. A completely randomized design consisting
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of five treatments with four replications was used. All isolates of A. niger synthesized fumonisin, but no significant
differences were detected between treatments. However, the presence of fumonisin in these substrates represents a
potential danger to health globally, because they are cumulative compounds. Additionally, A. niger is a common
contaminant of various substrates and some strains are used in biotechnological processes for the production of

organic acids, enzymes, proteins, among others

Key words: black beans, fumonisins, maize, peanuts, rices, sunflower

INTRODUCCION

Aspergillus niger van Tieghem es una especie
cosmopolita que se ha detectado contaminando
diferentes productos alimenticios como semillas de
girasol, leguminosas, granos de arroz, café verde, té
negro, cebolla, manzanas, frutos secos, entre otros (El-
Wakil, 2014; Makun et al., 2011). Industrialmente,
algunas cepas son utilizadas en diferentes procesos como
produccién de acidos organicos, produccién de enzimas
extracelulares, biotransformacién de xenobiéticos,
biorremediacién, pretratamiento de residuos, obtencién
de proteinas, entre otros, gracias a su estatus GRAS

(generally recognized as safe) otorgado por la FDA
(Frisvad et al, 2011).

Ciertas cepas de A. niger tienen la capacidad
de sintetizar ocratoxina A. Sin embargo, estudios
recientes senalan que algunas cepas de este moho
también sintetizan fumonisinas, por lo que diversos
alimentos y piensos pueden potencialmente contener
dos tipos de micotoxinas carcinogénicas sintetizadas por
esta especie (Grau et al., 2011). La mayor incidencia
y diversidad de fumonisinas sintetizadas por A. niger
se ha encontrado en uvas y derivados (pasas y vino),
detectindose fumonisinas B,, B, y B,, siendo la mas
frecuente la fumonisina B, (Mogensen et al., 2010).
Ademas, se ha comprobado la contaminacién con
fumonisinas en otros productos alimenticios como mani

(Palencia et al., 2010), maiz (Logrieco et al., 2014) y
café (Paramee et al., 2009).

Por tal motivo, el objetivo de la presente
investigacién fue determinar la capacidad fumonigénica
de aislados de Aspergillus niger provenientes de diferentes
sustratos (arroz, maiz, girasol, mani y caraota) donde se
ha detectado una alta incidencia de la especie, siendo
éste el primer estudio realizado en Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislados

Los aislados de Aspergillus niger provenientes
de los sustratos de arroz (Oryza sativa L..), maiz (Zea
mays L.) y girasol (Helianthus annuus L.) fueron
suministrados por el Laboratorio de Micotoxicologia

del Instituto de Quimica y Tecnologia, ubicado en
la Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, Maracay, Venezuela. Estos aislados fueron
caracterizados molecularmente en estudios anteriores
(Chavarri, 2010, comunicacién personal), mientras
que los aislados de granos de mani (Arachis hypogaea
L.) y caraota (Phaseolus vulgaris L..) fueron obtenidos
mediante el método de siembra directa sobre el medio
malta sal agar (MSA), cuya composicién proximal fue
10 g de agar extracto de malta, 60 g de NaCly 15 g

de agar por litro de agua destilada, ajustandose el pH
ab,8.

Para el aislamiento se seleccionaron 100 granos
enteros de cada sustrato (mani y caraota) que fueron
desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5%
(NaClO) durante 30 seg y lavados tres veces con agua
destilada estéril. La siembra se realizé en placas Petri
a razén de 12-13 granos/placa, incubandose durante
8 d bajo condiciones de laboratorio con alternancia de
12 horas luz y 12 horas oscuridad, a una temperatura

promedio de 27°C y una humedad relativa de 60 a 65%
(Mazzani, 2012; Narcise, 2009).

Cumplido el tiempo de incubacién, se purificé el
moho transfiriendo con una aguja de siembra esterilizada
una pequena porcién de la colonia a tubos de ensayos
contentivos del medio papa dextrosa agar (PDA) a
pH 5,8, incubados a temperatura ambiente durante 8
d (Mazzani et al., 1999). De igual forma, se procedié
para la reactivacién de los aislados de arroz, maiz y
girasol sobre el medio PDA. Posteriormente, todos los
aislados fueron conservados a baja temperatura (15°C)
hasta el momento de la produccién de fumonisinas sobre
el medio a base de arroz.

Identificacién de los aislados obtenidos

La identidad de los aislados obtenidos a partir de
mani y caraota se confirmé a través de la caracterizacién
macroscépica de la colonia desarrollada en el medio
Czapek Agar (pH 5 8) a partir de la cual se hicieron
preparados microscépicos para realizar el estudio
morfométrico de las estructuras con valor taxonémico
para compararlos con las claves micolégicas y con los
valores obtenidos en la literatura especializada (Samson

et al., 1995; Singh et al., 1991).
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Preparacién del medio natural a base de arroz

El medio a base de arroz utilizado para la
produccién de fumonisinas se preparé segin la
metodologia descrita por Palma (1996) y Homsi
(2002), quienes comprobaron que este sustrato es ideal
para el crecimiento fingico y la consecuente produccién
de la toxina, debido a su composicién bromatolégica.
Para ello, se pesaron 50 g de arroz en un matraz
Erlenmeyer (250 mL) y se afiadieron 50 mL. de agua
destilada, luego se esterilizé dos veces en un autoclave a
vapor abierto a 120°C durante 15 min.

Produccién de fumonisinas

El medio a base de arroz fue inoculado con 1 mLL
de la suspensién de esporas obtenida de cada uno de los
aislados de A. niger, ajustada a una concentracién de 2,0
+ 0,5 x 10°esporas/mL. en una camara de Neubauer.
Para ello, se incorporaron 10 mL. de agua destilada
estéril en cada uno de los aislados de A. niger cultivados
en tubos de ensayos contentivos del medio papa dextrosa
agar durante 8 d. Con una aguja de siembra esterilizada,
se removid la colonia del moho y la suspensién obtenida
fue filtrada a través de gasa esterilizada para obtener la
suspension de esporas a inocular. El arroz inoculado fue
incubado a temperaturas de 28 = 5°C por un periodo
de 15 d alternando 12 horas luz y 12 horas oscuridad,
luego se someti6 a baja temperatura (15°C) bajo
oscuridad continua por un periodo de 15 d (Mazzani

etal., 2008).
Determinacién y cuantificacién de fumonisinas

Para la determinacién de la capacidad
fumonigénica de los aislados de A. niger se utilizé el
método inmunoquimico Fumonitest (VICAM Science
Technology, EUA), fundamentado en la utilizacién de
columnas monoclonales especificas para la deteccién de
fumonisinas B, B, yB.. Se cuantifico el contenido de
fumonisinas (]é +ﬁ3 +SB ) a través de un fluorémetro
(BBI Source SCIencmc Inc. VICAM, EUA),
previamente calibrado segiin lo recomendado por el
fabricante.

Para la extracciéon de las fumonisinas, se
homogenizaron 50 g de arroz enmohecido con 5 g de sal
(NaCl) y 100 mL de solucién metanol (80:20) en una
licuadora durante 1 min. El extracto obtenido se hizo
pasar por un proceso de filtrado que inicio con papel
Whatman N°1, luego se tomaron 5 mL. de este primer
filtrado y se mezclé6 con 40 mL de buffer de lavado
para ser filtrado a través de papel microfibra de vidrio.
Posteriormente, se tomaron 10 mL del segundo filtrado
y se colocaron en una jeringa de vidrio para ser pasados
gota a gota a través de la columna de inmunoafinidad.

Transferidos los 10 mL del extracto, se procedié al
lavado de la columna con 10 mL de buffer de lavado,
10 mL de buffer fosfato (PBS) + Tween 20 y 10 mLL
de agua destilada esténl. Luego, se anadié | mL de
metanol grado HPLC para extraer las fumonisinas,
recogiéndolas en un tubo de borosilicato. Finalmente
se agregaron los reveladores (0,5 mL. de OPA y 0,5
mL de 2-mercaptoetanol) y se analizé la fluorescencia
de la micotoxina a través del fluorémetro, reportando
la concentracién de fumonisinas (B, +B,+B,) en ppm

(mg/kg) (Mazzani et al., 1999; Scott y 3Frucksess,
1997; Trucksess, 1996).

Tratamiento estadistico

Para determinar la capacidad fumonigénica de los
aislados de A. niger provenientes de diferentes sustratos,
se emple6 un disefio completamente aleatorizado
constituido por cinco tratamientos (1), los cuales
se describen a continuacién: T1: A. niger aislado de
granos de maiz (ANM), T2: A. niger aislado de granos
de arroz (ANA), T3: A. niger aislado de semillas de
girasol (ANG), T4: A. niger aislado de granos de
caraota (ANC), T5: A. niger aislado de granos de
mani (ANN), con cuatro repeticiones cada uno para
un total de 20 observaciones. Los resultados obtenidos
fueron analizados a través del programa SPSS Statistics

(SPSS, 2008), mediante un analisis de varianza con

un nivel de significancia de 0,05.
RESULTADOS Y DISCUSION

A. niger se caracteriz6 por la formacién de
colonias de color negro por la parte superior con un
reverso de color crema muy claro. El didmetro promedio
para el aislado de mani fue de aproximadamente 4,9 cm
mientras que en el aislado de caraota fue de 4,3 cm. A
nivel microscépico, se observaron abundantes conidios
globosos de color negro y pared gruesa (Figura 1). La
cabeza conidial era globosa y pigmentada con presencia
de métulas y fidlides, la cual se encontraba unida a un
conidiéforo largo e hialino de pared lisa, coincidiendo
las mediciones de cada estructura con lo establecido en
los manuales de identificacién micolégica de Samson et

al. (1995) y Singh et al. (1991).

Todos los aislados de A. niger sintetizaron
fumonisinas (B,+B,+B,). Sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Numéricamente, el aislado proveniente de
girasol present6 mayor capacidad fumonigénica con 5,4
ppm seguido por los aislados de caraota, maiz, mani y

arroz (Cuadro 1).

Por otra parte, al comparar la esporulacién de los
diferentes aislados de A. niger inoculados en el medio a
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Figura 1. Caracterizacién macroscépica y microscopica del aislado de Aspergillus niger proveniente de granos de
mani. Colonia aislada sobre el medio Czapez agar (A) Cara superior, (B) Cara inferior, (C) Vista al microscopio

6ptico a 1000X.

base de arroz, se observé que el aislado de maiz fue el
que presenté menor esporulacién durante los primeros
15 d de incubacién a temperatura ambiente. Sin
embargo, fue el tercer aislado con el valor promedio de
fumonisinas totales mas alto, lo que coincide con una
investigacion realizada en cepas de A. niger utilizadas
con fines industriales, donde no se encontré correlacién
entre la cantidad de esporulacién y la produccién de
fumonisinas (Frisvad et al., 2011).

Desafortunadamente existe muy poca informacién
sobre la legislacién de fumonisinas en diferentes
productos alimenticios; sélo se han establecido limites
permisibles para el maiz y sus derivados, debido a
su alta contaminacién con fumonisinas asociadas
principalmente a la presencia de Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenberg que es considerado como el principal
productor de esta micotoxina (Chavarri et al., 2009).

El Reglamento N° 1881/2006 de la Comisién
Europea (Unién Europea, 2006) establece como limite
maximo de fumonisinas (B, +B,) en maiz no elaborado

Cuadro 1. Sintesis de fumonisinas in vitro por cinco
aislados de Aspergillus niger provenientes de diferentes
sustratos.

Aislado! Fumonisinas B +B,+B. (ppm)
ANG 5.4
ANC 34
ANM 33
ANN 3,1
ANA 2,4

'AN: Aspergillus niger aislado de G (Girasol), C (Caraota), M
(Maiz), N (Mani) y A (Arroz)

2000 ppb, mientras que en los subproductos del maiz
(harina, maiz molido, maiz triturado, germen y aceite
refinado) el limite maximo permitido es 1000 ppb.
En el caso de los alimentos a base de maiz destinados
al consumo humano directo, a excepcién de los
mencionados anteriormente, el limite maximo es 400
ppb y para los grupos més susceptibles, como los nifios
de corta edad y los lactantes, lo maximo permitido es

200 ppb.

Por lo tanto, todos los aislados de A. niger bajo
estudio excedieron los limites de tolerancias permitidos,
lo que representa un grave peligro para la salud, ya
que, las fumonisinas son acumulativas y en presencia de
otras micotoxinas ejercen un efecto sinérgico que puede
causar diferentes patologias (Chavarri et al., 2012).

Los niveles de fumonisinas detectados en el
aislado de mani coinciden con los reportados en
muestras de mani provenientes de Tailandia donde la
produccién de fumonisinas oscilé entre 0,22 y 9,4 ppm
(Mogensen, 2011). Se ha comprobado que algunos
aislados de A. niger tienen la capacidad de crecer en
forma endéfita en semillas de maiz y mani sin mostrar
una sintomatologia aparente. Asimismo, se demostrd
que dichos aislados tenfan la capacidad de sintetizar

micotoxinas, produciendo mayor cantidad de ocratoxina
A (20%) que fumonisinas totales (10%) (Palencia et
al.,, 2010).

En granos de maiz, los contenidos de fumonisinas
detectados en muestras provenientes de tres regiones
de Brasil (Beira Litoral, Ribatejo y Alentejo Alto)
oscilaron entre 1 y 5382 ppb (Soares et al., 2013),
mientras que en maices provenientes del centro de
Italia, los contenidos de fumonisinas se encontraron

entre 0,04 y 13,2 ppb (Logrieco et al., 2014), siendo
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ANC

ANG

ANM

Figura 2. Esporulacién de los aislados de Aspergillus niger inoculados sobre el medio de arroz durante 15 dias
de incubacién a temperatura ambiente. AN: Aspergillus niger aislado de G (girasol), C (caraota), M (maiz), N

(mani) y A (arroz).

mas bajos que los detectados en el presente estudio.
Tales variaciones pueden atribuirse a diferencias en las
condiciones climaticas imperantes en cada localidad, a
la susceptibilidad de los genotipos de maiz utilizados o
a la capacidad fumonigénica de la cepa (Sartori et al.,

2015; De la Torre et al., 2014).

LLa presencia de aflatoxinas, ocratoxinas,
tricotecenos, zearalenonas y fumonisinas en cereales
como el arroz y el maiz en diversas partes del mundo,
demuestra que estos cereales son sustratos ideales para
el crecimiento fingico y la consecuente produccién de
micotoxinas, convirtiéndolos en una de las posibles
fuentes de contaminacién para los seres humanos y
animales, ya que forman parte de la dieta diaria de
muchos paises (Makun et al., 2011).

A pesar que se ha reportado A. niger como
uno de los principales contaminantes de semillas de
girasol (EI-Wakil, 2014), y algunas leguminosas como
las caraotas (Embaby y Abdel-Galil, 2006) no se
encontraron en la literatura estudios que demuestren su
capacidad fumonigénica en dichos sustratos, siendo este
el primer estudio realizado en Venezuela que evidencia
la capacidad fumonigénica de aislados de A. niger
provenientes de estos sustratos y de maiz, arroz y mani.

Las fumonisinas son sintetizadas a partir
de unidades de acetato para formar un policétido
lineal dimetilado que se condensa con el aminoacido
L-alanina, seguido por reacciones de oxigenacién y
esterificacién (De la Torre et al., 2014). La capacidad
que tienen ciertos aislados de A. niger de sintetizar
fumonisinas se debe a la presencia de un grupo de
genes putativos similares a los responsables de la
produccién de fumonisinas en F. verticillioides, que
conforman el locus FUM. Estos genes codifican las

enzimas involucradas en la sintesis de fumonisinas y
otras protefnas que median la secrecién y la resistencia a

las mismas (Frisvad et al., 2007).

A pesar de que A. niger carece del tricarboxilato
transportador FUM 11 presente en F. verticillioides,
éste tiene la capacidad bioquimica para producir
el acido citrico y probablemente el acido reclutar
tricarbalilico a través de la biosintesis del acido citrico,
siendo la fumonisina una pequena fraccién de la salida
de los acidos organicos en una base molar (Frisvad et

al., 2007, 2011).

Los contenidos de fumonisinas detectados en
el presente estudio coinciden con los reportados en
muestras de uvas, donde se han detectado diferentes
tipos de fumonisinas del grupo B (B,, B, y B)) siendo
predominante la fumonisina B, con niveles entre 171-
7841 ppb (Mogensen et al., 2010). Ademas, se ha
comprobado que algunas cepas de A. niger utilizadas
en diferentes procesos industriales tuvieron la capacidad
de producir fumonisina B, B,, B, y ocratoxina A. El
83% de los aislamientos produjo fumonisinas, 33%
ocratoxinas y un 26% produjo ambas micotoxinas, lo
que permite cuestionar el estatus GRAS otorgado por

la FDA (Frisvad et al., 2011).

Los resultados obtenidos en el presente estudio
y en diferentes investigaciones alrededor del mundo
constituyen una alerta para la sociedad, ya que las
fumonisinas son consideradas como posibles carcinégenos
de humanos, que ademas causan diferentes patologias
en animales como toxicidad en aves de corral, edema
pulmonar en porcinos, leucoencefalomalacia en equinos,
cancer de higado en ratas, mutagenecidad y cancer en
primates, retardo en el crecimiento y otros (Dowling,
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1997; Norred y Voss, 1994). Aunado a esto, el hecho
de que A. niger es uno de los contaminantes mas comunes
en diversos productos alimenticios como uvas, granos de
café verde, maiz, mani, arroz, cebolla, mango, frutos
secos, entre otros y ademdas es ampliamente utilizado
en la industria en diferentes procesos biotecnolégicos
gracias a su estatus GRAS, representa un gran riesgo
para la salud tanto piblica como animal (Frisvad et al.

2007, 2011).

Por lo tanto, es necesario continuar con las
investigaciones en otros productos alimenticios donde A.
niger sea uno de los contaminantes habituales y realizar
una caracterizacién biomolecular en cepas de uso
industrial, con la finalidad de garantizar que las mismas
sean completamente atoxigénicas y no representen un
riesgo para el producto final.

CONCLUSIONES

Se aisl6 e identificé A. niger a partir de granos
de mani y caraota comercial distribuidos en Maracay,
estado Aragua. Todos los aislados de A. niger tuvieron
la capacidad de producir fumonisinas, lo que representa
un gran riesgo para la salud a nivel mundial, ya que es
un contaminante habitual de diversos sustratos y algunas
cepas son utilizadas industrialmente en diferentes
procesos biotecnolégicos.
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